






Identification of chromatin marks at 












 序   ：  
真核生物では、ヒストン修飾は遺伝子発現を制御しており、その機能に応じた特
徴的なパターンが見られる。例えば、H3K4me3、H3K9ac、 H3K27ac などはプロモータ















がされてきた。特に TelBam3.4と呼ばれる、X/Y染色体の長腕末端領域は TERRA の発現





数の染色体末端の TERRA コード領域(TERRA locus と呼ぶ)を一まとめにして解析した。
これにより、TERRA の正確な転写開始点(TSS)を決め、プロモーターやテロメアには転写
の活性化にかかわるヒストン修飾が存在することが明らかとなった。さらに、これらの修






TelBam3.4 配列は NCBI (GenBank ID: M57752.1)より入手した。ヒトゲノム








を FASTX-toolkit で削除し、rRNAdust プログラムで rRNA 由来の配列を除去後、残りの
配列を BWA-backtrack 0.7.9でカスタムリファレンスゲノムへマッピングした。CAGEリ
ードの 5’末端の頻度を調べ、Integrative Genomic Viewer (IGV) にて表示した。 








プロモーターは TSSから上流 300 bp と下流 100 bpとし、転写領域は TSSの下
流 100 bpから転写終了点までとした。ユークロマチンの TSS、転写終了点は GENCODE 
v19 の遺伝子モデルに従ってプロモーターと転写領域を決め、RNA-Seq データより発現レ
ベルを高 (RPKM >= 1)、 中 (0 < RPKM < 1)、低 (RPKM = 0)に分類した。TERRA の
TSSは CAGEによって観察された最も下流の TERRAの TSSを基準とした。TERRA の転
写領域は Pre-telomere（TERRAプロモーターとテロメアの間の領域； 3060 – 3400 bp)
とテロメア領域に分けた。テロメア領域はさらに TTAGGGリピートの密度に応じてテロメ
アリピートプアとリッチに分けた（それぞれ 3400 – 3839 bp と 3839 – 4408 bp）。αサテ









ChIPは過去に報告された手法に以下の改変を加えて行った。(1) 6 x 106の細胞を
1%ホルムアルデヒドを含む PBSにて 5分間固定、 (2) LB3を SDS lysis bufferへ変更、(3) 
クロマチンはコバリス S220で 200 – 500 bpになるように切断、(4) 免疫沈降には 6 ugの
抗 H3K27ac抗体を使用、(5) 沈降後の洗浄では wash buffer Iで 2回、wash buffer IIで 3
回洗浄を行った。 
シーケンス用ライブラリーは Mondrian™ SP system と Ovation® SP+ Ultralow DR 
Multiplex Systemにて、2 ug の DNA から 11サイクルの PCR により作製した。その後 HiSeq 
2500にて 150 bp ペアエンドで配列を読み、解析は ENCODE ChIP-Seqと同様に行った。配
列データは DDBJ より入手可能（受入番号 DRA003999）である。 
 
TERRAの発現とヒストン修飾の相関解析 










解析には不適切である。そこで、ヒトゲノム hg19 内の TelBam3.4 と似た配列を持った７









ENCODEの CAGEと RNA-Seqの解析を行った。CAGEは RNAのキャップを捕捉し、5’
末端の配列を読むことで正確な TSSと転写活性を調べる手法で、RNA-Seqはランダムに断
片化した cDNA の配列を読むことで転写されたエクソンの位置と転写活性を調べる手法で
ある。今回は CAGE と RNA-Seq の両方のデータが得られる 9 種の細胞のデータを解析し
た。ほとんどの細胞種で CpGアイランド内の 37 bpリピートから CAGEと RNA-Seqが生
じており、さらに K562細胞では RNAポリメラーゼ IIのシグナルも認められた。従って、
37 bpリピートに見られる CAGEタグが TERRAの TSSを示していると判断した。 
 
 
図 1 TERRA locusにおける転写とクロマチンの状態 
転写及びクロマチンの状態を示している（転写活性化マークを青、抑制マークを赤、非ヒストン




TERRA locus には転写活性化マークが存在する 
次にK562細胞の TERRA locusでの 9種のヒストン修飾の局在を調べた。TERRA
プロモーターにおいて、転写活性化マークである H3K4me2 と H3K4me3 のシグナルとヘ
テロクロマチンマークである H3K9me3が認められた。さらに、TTAGGGリピートでは転
写活性化マークである H3K27ac や H3K9ac のシグナルが認められた。H3K4me3 と
H3K27acの結合は ChIP-qPCRと ChIP-Southern hybridizationによっても認められた。
次に、H3K27ac のシグナルは染色体内部の TTAGGG リピートを含む領域に由来していな
いかを検証した。現在のヒトゲノムの配列では染色体末端以外の TTAGGGリピートはいず
れも 100 bp以下である。従って、K562細胞でH3K27acの ChIP後の DNAを 150 bp読
み取り、150 bp以上のタンデム TTAGGG リピートを含む配列をテロメア由来と定義した。
その結果、H3K27acの ChIP-Seqの TTAGGGリピートを含む配列の 95%以上がテロメア
由来であった。これにより、TTAGGG リピートを含む H3K27ac のシグナルのほとんどが
テロメアより生じていると判断された。 





TERRA プロモーターでは H3K4me2 と H3K4me3 が認められた。テロメア領域ではユー
クロマチンの転写領域やセントロメアとは異なり、H3K27acが認められた。以上のことか
ら、K562細胞では転写活性化マークが TERRA locus に存在していることが明らかとなっ
た。 
さらに他の 10 種の細胞についても同様の解析を行ったところ、3 種の細胞で有意
に H3K4me3 が TERRA プロモーターに集積していた。集積度合は様々だが、多くの細胞
のテロメア領域で H3K27ac が認められた。従って、全ての細胞において H3K4me3 や
H3K27acが TERRA locus に存在するわけではないということが明らかになった。 
 
 






TERRAの発現は TERRA プロモーターと転写領域の転写活性化マークと相関する 
ヒストン修飾は遺伝子発現制御に重要な役割を担っており、発現レベルと相関す
る。そこで TERRA locusのヒストン修飾も TERRAの発現と相関するか調べた。まず、先
ほどと同じ 11種の細胞における TERRA の発現を RNA-Seqにより測定した。細胞種間で
転写レベルはばらつき、H1-hESCでは検出限界以下であった。 
次に TERRAの発現とヒストン修飾の相関関係を調べた。TERRAの発現との有意
な正の相関関係が TERRA プロモーターの H3K4me3 とテロメアの H3K27ac で見られ、
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